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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Agaty Majchrzak pt. ,,Ocena
aktywnosci inhibitorow szlakow mTOR i NFkB oraz biatka BCL-2 na
komorki chtoniaka rozlanego z duzych komoérek B” przygotowanej

pod kierunkiem dr hab. med. Pawia Robaka

Chtoniaki z duzych komérek B (zgodnie z aktualng klasyfikacjg WHO z 2022r.)
to heterogenna grupa nowotwordéw uktadu chtonnego, obejmujgca obecnie 18
jednostek chorobowych, ktére réznig sie biologig i rokowaniem, a w zwigzku z tym
czesto rowniez metodami leczenia. Najczestszym z nich jest chtoniak rozlany z
duzych komoérek B (DLBCL), dlatego tez wiekszos¢ badan klinicznych dotyczy
wtasnie chorych na DLBCL. W zaleznosci od pochodzenia komorek wyroézniamy dwa
podtypy DLBCL: GCB (germinal center B-cell) oraz ABC (activated B-cell), przy czym
ten drugi podtyp cechuje sie gorszym rokowaniem i odpowiedzig na standardowg
immunochemioterapie. W ostatnich latach obserwuje sie istotny postep w leczeniu
chorych na DLBCL, ktéry poczatkowo dotyczyt gtéwnie chorych na
opornag/nawrotowg postac chioniaka, a obecnie rowniez terapii 1. linii chorych z
gorszymi wskaznikami rokowniczymi. Szczegdlnie zwiekszyta sie rola immunoterapii,
zarowno komorkowej w postaci CAR-T, jak rowniez przeciwciat bispecyficznych czy
przeciwcial monoklonalnych sprzezonych z lekiem cytostatycznym. Weciaz jednak
pozostaje grupa chorych, opornych na dostepne metody leczenia, dlatego
poszukiwanie nowych metod terapii ma bardzo istotne znaczenie, zwtaszcza tych o

odmiennych niz stosowane dotychczas mechanizmach dziatania.
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W swojej pracy doktorskiej mgr Agata Majchrzak jako cel badawczy postawita sobie
okreslenie cytotoksycznego wptywu inhibitoréw okreslonych szlakéw molekularnych i
inhibitoréow biatka Bcl-2 (w monoterapii i w skojarzeniach) na linie komorkowe
chtoniaka DLBCL (podtypy ABC i GCB) oraz chtoniaka pierwotnego $rédpiersia z
komorek B (PMBCL). Doktorantka podjeta prébe analizy mechanizméw dziatania
badanych czgsteczek, w tym efektu proapoptotycznego i aktywacji drogi kaspazowe;.
Uwazam, ze jest to ciekawy tematem badawczy z uwagi na istotng potrzebe
poszukiwania nowych metod leczenia agresywnych chtoniakéw.

Przedstawiona do recenzji praca ma uktad typowy dla rozprawy doktorskie;j,
zawiera 77 stron tekstu, zawiera 22 ryciny i 7 tabel. Spis pi$miennictwa obejmuje 74
odpowiednio dobrane i cytowanych pozycje.

We Wstepie pracy zawa Autorka przedstawia aktualny stan wiedzy na temat
chioniaka DLBL w kontekscie klasyfikacji, epidemiologii, objawow Kklinicznych,
kryteriow diagnostycznych, czynnikéw rokowniczych i leczenia. Opisuje réwniez
podtoze molekularne choroby z uwzglednieniem podtypéw GCB i ABC, co ma
znaczenie w kontekScie prowadzonych badan. W kolejnym rozdziale opisuje
chtoniaka pierwotnego $rodpiersia z komérek B. Wazna czesé tej czesci pracy
stanowi charakterystyka zaburzen biatek regulujgcych procesy apoptozy oraz
szlakow NFkB i mTOR, a Wstep zamyka charakterystyka badanych inhibitorow:
ABT199 (inhibitor biatka Bcl-2), AZD2014 (inhibitor kinazy serynowo-treoninowej
mTOR), IMD0354 (inhibitor NFkB). Cato$¢é stanowi spéjna, interesujaca cato$é i
$wiadczy o szczegdtowej znajomosci zagadnien stanowigcych przedmiot badarn.
Jest to rownoczesnie doskonate wprowadzenie do dalszej czesci rozprawy. Moje
uwagi do tej czesci pracy dotyczg obecnej klasyfikacji WHO 2022, wedtug ktorej
DLBCL i PMBCL nalezg do grupy chioniakéw z duzych komoérek B (large B-cell
lymphoma), a w tytule rozprawy wymieniony jest jedynie chtoniak DLBCL, brakuje
PBMCL. Ponadto, z niektorych fragmentow pracy mozna wywnioskowaé, ze PMBCL
jest podtypem DLBCL. Uwazam, ze rozdziat 4 nalezatoby zatytutowaé raczej
,Zaburzenia biatek regulujacych apoptoze i wybrane szlaki molekularne w
chtoniakach B-komorkowych” niz ,Zaburzenia w chioniakach B-komorkowych”
poniewaz jest tytut zbyt ogéiny. Podobna uwaga dotyczy nastepnego podrozdziatu,

czyli ,Inhibitory” — tu réwniez nalezatoby napisa¢ co hamujg badane inhibitory.
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Badania przeprowadzono na nastepujgcych liniach komérkowych: TOLEDO

(DLBCL, podtyp GCB), RIVA (DLBCL, podtyp ABC) oraz KARPAS (PMBCL). W
przypadku kazdej linii komérkowej, poszczegdlne inhibitory stosowano w
monoterapii, w potaczeniu 2-lekowym kazdej z czasteczek, oraz jako potgczenie 3
lekow.
Apoptoze oceniano metodg cytometrii przeptywowej przy uzyciu jodku propidyny,
Anneksyny V, analizowano rowniez spadek potencjatu mitochondrialnego oraz
aktywacje kaspaz. Metodyka badan jest adekwatna do zatozonego celu, zostata
opisana w sposob czytelny, swiadczacy o doswiadczeniu doktorantki w stosowaniu
opisanych technik badawczych. W pracy zastosowano prawidiowe metody analizy
statystycznej.

W przeprowadzonych badaniach Doktorantka wykazata, ze najsilniejsze
wiasciowosci cytotoksyczne w przypadku linii RIVA (podtyp ABC chtoniaka DLBCL)
w monoterapii miat wenetoklaks. Natomiast sposréd kombinacji 2 lekow najsilniejszy
efekt cytoksyczny wywotywato potaczenie ABT-199 z AZD2014. Zastosowanie trzech
lekébw nie wptywato na zwiekszenie cytotoksycznosci. Badania na linii TOLEDO
(posta¢ GCB chtoniaka DLBCL) wykazaty podobne dziatanie wszystkich ocenianych
inhibitorbw w monoterapii, a w potaczeniu 2-lekowym najwieksze dziatanie
cytotoksyczne miato skojarzenie wenetoklaksu z AZD2014. Potgczenie 3 lekéw nie
wptywato na silniejsze dziatanie proapoptotyczne. W przypadku linii komérkowej
KARPAS uzyskano podobne wyniki jak w badaniach na linii RIVA. Pojedynczo
najsilniej proapoptotycznie dziatat wenetoklaks a przy potaczeniu 2 lekow
wenetoklaks w skojarzeniu z AZD2014. Potgczenie 3 lekow nie wykazywato przewagi
nad potaczeniami 2-lekowymi.

Podsumowujgc uzyskane wyniki - wenetoklaks byt zdecydowanie najsilniejszym
lekiem w odniesieniu do bardziej agresywnego podtypu chtoniaka DLBCL — ABC, jak
rowniez chtoniaka PMBCL. Rozwoj tej czasteczki w leczeniu chorych na DLBCL
ograniczyt obserwowany w trakcie terapii rozw¢j lekoopornosci, w zwigzku z czym
mozliwe jest, ze'leczenie bytoby bardzie] skuteczne, gdyby stosowano inhibitor Bcl-2
np. w potgczeniu z inhibitorem szlaku mTOR. Takie potaczenie warto bytoby ocenic
w kolejnych badaniach. Wyniki uzyskane przez Doktorantke, sa interesujgce réwniez

w aspekcie réznic w odpowiedzi na wenetoklaks migdzy podtypami ABC i GCB
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chtoniaka DLBCL, wynikajace zapewne z ich odmiennej biologii. Oméwienie wynikéw
I Dyskusja swiadczg o dobrym przygotowaniu Doktorantki do podjetego tematu. W
Dyskusji Autorka krytycznie ustosunkowata si¢ do wynikéw badan wiasnych, w
oparciu o najnowszg wiedze probujgc logicznie je interpretowaé. Na zakonczenie
Doktorantka przedstawia trzy wnioski, w ktérych nalezatoby bytoby bardziej odniesé
sie do interpretacji uzyskanych wynikéw, zamiast tylko je strescié. Ponadto, w
omoéwieniu wynikoéw brakuje odniesienia do celu pracy dotyczacego badania

mechanizmow dziatania ocenianych czasteczek na komérki wybranych chtoniakéw.

Reasumujgc uwazam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska
mgr Agaty Majchrzak pt. ,Ocena aktywnosci inhibitorow szlakow mTOR i NFkB oraz
biatka BCL-2 na komérki chtoniaka rozlanego z duzych komérek B” spetnia warunki
okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003r. o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (t.j. Dz. U. Z 2017r., poz.
1789). Badania wykonane w ramach pracy doktorskiej przyniosty cenne obserwacje,
istotne dla rozwoju wiedzy na temat cytotoksycznego dziatania inhibitoréw Bcl-2 i
okreslonych szlakéw molekularnych, stanowiac przestanke do dalszego rozwoju
badarn nad nowymi metodami leczenia agresywnych chtoniakéw. Doktorantka
wykazata sig zaréwno wiedzg teoretyczna jak rowniez umiejetnoscig samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej. Praca zostata przygotowana z duzg starannoscia,
zaroéwno pod wzgledem jezykowym jak i ilustracyjnym.

Z uwagi na powyzsze mam zaszczyt i przyjemnosé przedtozyé Radzie Nauk o
Zdrowiu Uniwersytetu Medycznego w todzi wniosek o dopuszczenie mgr Agaty

Majchrzak do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

KIEROVVNiK
KLINIKI HEMATOLOGII
Panstwowego fnatytutu Medycznem ‘Wi,

prof. dr hab on
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